PB1.2. Cileni na protein-proteinové interakce v leukemii (Reza¢ova)

Cile vvzkumu

e Ovéfeni moznosti cileni na vybrané protein-proteinové interakce s vyuzitim technik strukturni
biologie.

e Konstrukce rozsahlé a riznorodé knihovny fragmentt s pomoci dat z pfedchézejiciho testovani.

e Rozvijeni vybranych molekul proti vybranym protein-proteinovym interakcim pfi rakovin€ s
pouzitim pfistupu na bazi fragmenta.

Vyvzkumny plan a metodologie

Pii cileni proti vybranym protein-proteinovym interakcim (PPI) pouZzijeme pfistup zaloZeny na vyuZziti
malych fragmentd (FBDD) spolu se standardnimi zpisoby identifikace a rozvijeni molekul. FBDD se
ukazal byt velmi dileZitym pro cileni takzvanych ,nelégitelnych® PPI. Uspésnost tradi¢nich piistupt
pro identifikaci malych molekul, jakym je napf. ,,high-throughput screening™ (HTS) bude s pouzitim
FBDD vys§i a napomlze odhaleni novych moZznosti modifikaci jiz existujicich molekul nebo k
identifikaci molekul novych. Tento ptistup pfinese inhibitory PPI, které mohou byt dale rozpracovany
v 1é¢iva nebo chemické sondy k dal$Simu zkoumani vybranych PPI cild za ucelem lep§iho pochopeni
zakladnich biologickych procesti. Zaméfime se na recidivujici akutni lymfoblastickou leukémii
s mutacemi cytosolické 5'-nukleotidazy II (cN-II), MLL fuzemi fizenou akutni leukémii a také na nové
protein-proteinové interakce identifikované v ramci spoluprace s KU Leuven. V tomto PB budeme
intenzivné pouzivat nové FPLC a preparativni LC pfistroje navrzené v kapitalové investici tohoto
projektu.

Spolu s odbornymi znalostmi ve vSech smérech strukturni charakterizace proteinovych komplext
S proteiny nebo malymi molekulami a prostfedky integrativni strukturni biologie, byl zaveden funk¢ni
plan pouziti FBDD. Sklada se z vyuziti domaci fragmentové knihovny sestavené pro testovani pomoci
NMR experimentii bud’ sledovanim ligandu nebo proteinu spolu s biofyzikalni validaci a strukturni
charakterizaci komplexti proteinti s malymi molekulami za pouziti rentgenové krystalografie nebo NMR
spektroskopie.

Budeme hledat molekuly v optimalizované domaci knihovné fragmentd proti vybranym protein-
proteinovym komplexim pomoci ligandem detekovanych STD NMR experimentt. Prvni kolo testovani
bude provedeno ve smésich po péti fragmentech s naslednym potvrzenim pozitivnich vysledkd v
nezavislém experimentu. Informace o ligandech ziskané z STD experimentd budeme také vyuzivat pro
identifikaci Casti fragmentli odpoveédnych za vazbu. V dal§im kroku charakterizujeme vazebné rozhrani
fragmentu na protein s pouzitim na proteinu detekovanych NMR experimentt, coz umozni vybér latek,
které se vazi na cilové rozhrani protein-proteinové interakce. Vazebna afinita fragmentt bude nezavisle
potvrzena pomoci komplementarnich biofyzikalnich metod, jakymi jsou rezonance povrchového
plazmonu, izotermalni titra¢ni kalorimetrie nebo ,,micro-scale* termoforéza.

Ziskané poznatky budou vyuzity k dal$imu hledani molekul zalozenim jak na zakladé chemické
struktury, tak na podrobné znalosti vazebného mista. Druha generace fragmenti bude vybrana z
komercné dostupnych sloucenin, odvozenych od ptvodnich vysledki. Budeme porovndvat jejich
vazebné chovani a navrhneme dalsi Upravy. Tento postup piinese molekuly s vazebnou afinitou
dostatecnou pro rentgenovou krystalografii. Nékteré proteinové cile, napt. IBD oblast LEDGF/p75,
nejsou pristupné krystalizaci a jejich komplexy budou strukturné charakterizovany pomoci NMR. Vyvoj
medicinalni chemie a testovani vyvinutych slouc¢enin v bunéénych testech, jakoz i na zvifecich modelech
bude provadéno nasimi spolupracovniky v KU Leuven.
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Casovy plan
2018-2019/20
e Validace moznosti cileni proti cN-II.
e Strukturni charakterizace interakce MLL-LEGF/p75 s inhibitory identifikovanymi metodou

HTS pomoci NMR spektroskopie a jejich rozvoj.
e Optimalizace knihovny fragmentt

2018/19-2022

o Testovani fragmentl proti vybranym cilim (cN-Il, MLL-LEDGF/p75, nov¢ identifikované
cile).
e Validace nové identifikovanych protein-proteinovych interakei jako terapeutickych cili.

2019/20-2022

e Validace identifikovanych molekul fragmenti.
e Strukturni a biofyzikalni charakterizace identifikovanych fragmentti.
e Rozpracovani fragment a vyvoj inhibitoru.

Planované publikace a patenty

Publikace
Jimp Journal of Biological C_hemistry
2018 5 Journal of Molecular Biology
Journal of Medicinal Chemistry
2019 2 Plos one
2020 2
2021 2
2022 2
Celkem 10
Patenty a patentové ptihlasky
Patenty Mezinarodni patentové Ocekavame ochranu dusevniho viastnictvi v
(udélené) | pfihlasky (podané) ndsledujict oblasti:
2018 0 0 Latky s protileukemickou aktivitou
2019 0 0
2020 0 0
2021 0 1
2022 1 0
Celkem 1 1

Zahraniéni spoluprace

e Prof. Zeger Debyser a Dr. Patrick Chaltin, KU Leuven, Belgie.



